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Abstract (Basic) : DE 19933701 Al 

NOVELTY - New cyclic peptide compounds (I) are derived from the 
aminoacids 21-30 region of urokinase type plasminogen activator 
receptor (uPAR) peptide inhibitor by introduction of isostructural 
and/or isof unctional natural or non-natural aminoacid residues. 

DETAILED DESCRIPTION - Cyclic peptide compounds of formula (I) and 
their salts and derivatives are new. 

X21-X3 0=monomer units (preferably aminocarboxylic acid residues) 
giving a product derived from the lead structure (I; X21=D-Cys; 
X22=Asn; X23=Lys; X24=Tyr; X25=Phe; X26=Ser; X27=Asn; X28=Ile; X29=Cys; 
X30=Trp) (i.e. cyclo (21,29) (D-Cys21 , Cys29) -UPA21-30 (I 1 )), the 
monomer units being linked via -CON(Rl)- or -N(R1)C0- bonds; 

Y=spacer ; 

m=0 or 1; 

R1=H, Me or Et; 

provided that either: 

(1) at least one of the aminoacid residues X21-X30 of (I 1 ) is 



replaced as follows: 

X21=Asp, Glu, 2, 3-diaminopropionic acid (Dap), 2 , 4 -diaminobutyric 
acid (Dab), penicillamine (Pen), D-Pen, allylglycine (Alg) , ornithine 
(Orn) or Lys; 

X22=Gln, Asp or Glu; 

X23=Orn, Dap, Arg, His, citrulline (Cit) , homocitrulline (Hci) or 
norleucine (Nle) ; 

X24=Phe, homophenylalanine (Hph) , 
1, 2, 3 , 4-tetrahydroisoquinoline-3-carboxylic acid (Tic) , thienylalanine 
(Thi) , phenylglycine (Phg) , 1 -naphthylalanine (1-Nal) , 
2-naphthylalanine (2-Nal) or cyclohexylalanine (Cha) ; 

X25=Tyr, Trp, Tic, Thi, Hph or Phg; 

X26=Thr, Val or homoserine (Hse) ; 

X27=Gln, Asp or Glu; 

X28=Val, Leu, 2-aminobutyric acid (Abu), tert . lysine (Tie), 
norvaline (Nva) , Nle, alpha-aminoisobutyric acid (Aib) or Cha; 
X29=Asp, Glu, Dap, Dab, Alg, Pen, D-Pen, Orn or Lys ; 

X30=Thi, Phe, Tyr, 2-Nal, 1-Nal, octahydroindolyl-2 -carboxylic acid 
(Oic) , His, thiazolylalanine (Thia) , Phg or tryptamine; 

or (2) at least one of X21-X30 in (I 1 ) is replaced by a 
non-proteinogenic aminoacid. 

ACTIVITY - Cytostatic; antiarthritic ; antiinflammatory; 
osteopathic; ophthalmological ; ant if ertility . 

MECHANISM OF ACTION - uPAR antagonist. 

The 241-Nal derivative of (I 1 ) had an IC50 value approximately the 
same as that of (I 1 )/ i.e. ca. 6 0 nM. 

USE - (I) are uPAR antagonists, used for controlling diseases 
associated with expression of uPAR (especially for tumor treatment) and 
for the preparation of a targeting vehicle for uPAR- expressing cells 
(all claimed) . uPAR antagonists in general are also useful for treating 
arthritis, inflammation, osteoporosis or retinopathy and for 
contraception. In targeting applications (I) are useful for preparing 
vehicles (e.g. liposomes or viral vectors) for targeting 
uPAR-expressing cells for diagnostic purposes (e.g. for controlled 
transport of radioactive or other labeling groups) or therapeutic 
purposes (e.g. for controlled transport of drugs, such as nucleic acids 
for gene therapy) . 

ADVANTAGE - (I) have improved affinity for uPAR, increased 
stability to proteases (especially towards physiological proteases in 
blood, tissue or the digestive tract, e.g. plasmin, pepsin, trypsin or 
chymotrypsin) and/or improved therapeutic action compared with d')^ 
Typically substitution of 23Lys of (I') by non-proteinogenic aminoacids 
markedly increases the stability towards plasmin without significantly 
reducing the biological activity. In tests for stability in human 
serum, after incubation in serum at 37degreesC for 20.5 hours the 
concentration of cyclo (21,29) (D-Cys21 , Tic25 , Cys29) -UPA21-30 remained 
almost unchanged, whereas cyclo (19, 30) -UPA16-32 was degraded 
completely under these conditions. 

pp; 15 DwgNo 0/5 
Technology Focus : 

TECHNOLOGY FOCUS - ORGANIC CHEMISTRY - Preparation: (I) can be 

prepared by solid phase synthesis. 
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(§) Zyklische peptidomimetische Urokinaserezeptorantagonisten 
@ Die voriiegende Erfindung betrifft zyklische Peptide als 

Inhibitoren fur die Bindung von Urokinase an den Uroki- 

naserezeptor. Diese zyklischen Peptide sind als pharma- 

zeutische Wirkstoffe fur Krankheiten geetgnet, die durch 

Urokinase und ihren Rezeptor vermittelt werden. 
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Beschreibuna 



Die vorlieccnde Erfindune betrifft zvklische Peptide als Inhibitoren der Bindung von Urokinase an den Urokinasere- 
zeptor die als phannazeutische Wirkstoffe fur Krankheiten geeignet sind, die durch Urokinase und ihren Rezeptor ver- 
mirrelt werden. Die erfindungsgemaBen Substanzen sind von der uPA-Sequenz abgeleitele Peptide und entralten als Li- 
oanden des Urokinaserezeptors (uPAR) eine antagonistische Wirkung, und werden im folgenden als uPAR-Antagomsten 



Die Serinprotease uPA (Urokinase-Tvp-Plasminogenaktivator) ist fur verschiedene physiologische und pathologiscbe 
Prozesse verantwortlich. wie etwa den proteolvtischen Abbau von extrazellularem Matrixmatenal, das tur die Invasibi- 
Litat und Wanderung von Zeilen sowie fur die Geweberemodellierung notwendig ist.. uPA bindet mil hoher Affimtat (ad 
= lO- LO -lO" 9 Mt an den membranstandieen uPA Rezeptor (uPAR) auf der Zelloberfl ache . 

Die Bindung von uPA an seinen Rezeptor ist. an vielen invasi ven biologischen Prozessen wie etwa der Metastasierung 
bosartiger Tumoren, der Trophoplastenimplantation, Fntziindungen und Angiogenese beteihgt. Daher sind Antagomsten 
von uPAR in der Lage, die Invasi vitaL Metastasierung und Angiogenese von Tumoren zu hemmen, uPAR- Antagomsten 
konnen als Mittel zur Therapie invasiver und metastasierender Krebserkrankungen eingesetzt werden, bei denen uPA 
und uPAR an den invasi ven Foci von Tumoren auftreten (Dano et al.: The receptor for urokinase plasminogen activator: 
Stromal cell involvement, in extracellular proteolysis during cancer invasion, in: Proteolysis and Protein Turnover Bar- 
rett A J und Bond, J., HRSG, Portland Press, London, 1994, 239), z.B. bei Krebserkrankungen von Brust, Lunge, 
Darm und Ovarien. Dariiber hinaus konnen uPAR-Antagonisten auch fur andere Zwecke eingesetzt werden, bei denen 
eine Hemmuns der proteolytischen Aktivierung von Plasminogen ertbrderlich ist. beispielsweise zur Bekamprung von 
Krankheiten wie Arthritis. Entzundungen, Osteoporose, Retinopathien und zur Kontrazeption 

Der uPA Rezeptor ist in WO 90/ 1209 1 sowie in den Veroffentlichungen Ploug et al, J. Biol. Chem. 26b (19^.3), 1 fXW 
und Ronne et al., J. Immunol. Methods 167 (1994), 91 beschrieben. _ . m ... 

uPA wird als einzelkettiges Molekul ( P ro-uPA) synthetisiert und enzymatisch in einen aktiven zweikettigen uPA uber- 
^5 fuhrt Das uPA Molekul besteht aus drei strukturell unabhangigen Domiinen, der N-tenmnal lokahsierten wachstumslak- 
torartmen Domane (GFD, uPA 1-46), einer Kxingelslruklurdomane (uPA 45-135) und der Serinproteasedomane (uPA 
1 59-41 1 ") GFD und die Kringcldomanc bilden zusammcn das sogenannte aminot cnmnalc Fragment von uPA (ATF, uPA 
1-135), das durch weitere proteolytische Spaltung von zweikettigem uPA erzeugt wird. ATFbindet an den uPA Rezeptor 
mit einer ahnlichen Affinitat wie uPA. m . 

30 Die rezeptorbindende Region von uPA erstreckt sich uber den Bereich der Aminosauren 12 bis 32, da em Pepticl wel- 
ches die Aminosaurereste 12 bis 32 von uPA enthalt (wobei Cystein an Position 19 durch Alanin ersetzt ist) mit. ATF urn 
die Bindung an den uPA Rezeptor kompetiert (Appella et. al., J. Biol. Chem. 262 (1987), 4437-4440). Weiterhin wurde 
dort gezeigt. daB dieses Peptid auch nach Zvklisierung durch Verbruckung der beiden Cysteinreste an den Positioner! 12 
und 32 eine Affinitat fur den uPA Rezeptor zeigt. In einem alternative!! Ansatz wurden von Goodson et al., (Proc. Natl. 
35 Acad USA 91 (1994), 7129-7133 ) antagonistische uPA-Peptide fur den uPAR mittels Musterung emer Baktenophagen- 
Peptidbibliothek identifiziert. Diese Peptide zeigten keine ersichtliche Sequenzhomologie zu der naturhchen uPAR-bin- 

^^Sve^ffc^hunecn (Rettenberger et al.Biol. Chem. Hoppe-Seyler 376 (1995), 587-594); Magdolen et al., 
Eur T Biochem 237 (1996), 743-751; Goretzki et al.. Fibrinolysis and Proteolysis 11 (1997), 11-19) smd weitere Un- 
40 tersuchumien an der uPAR-Bindungsregion des uPA beschrieben. Dabei wurden die Reste Cysl9, Lys23 r Tyr24, Phe-5, 
Ile2S Trp30 und Cvs31 als wichtise Deterrninanten fur eine uPA/uPAR-Wechselwirkung identifiziert. Als wirksamster 
Inhibitor wurde in diesen Untersuchungen ein uPA-Peptid mit den Aminosauren 16 bis 32 von uPA identifiziert. 

Magdolen et al (1996) supra, analvsieren die uPAR-Bindungsregion des uPA-Molekiils unter der Verwendung eines 
Peptids mit den Aminosauren 14 bis 32 von uPA und davon abgeleiteten Peptiden. Diese sowie auch die von anderen Ar- 
45 beitsgruppen verwendeten Peptide (vgl. z. B. Appella et al. (1987) supra) weisen jedoch eine relativ gennge Afiimtat 
zum uPAR auf. . , 

WO-A-94/^646 offenbart lineare Peptide mit einer Lange von 6 bis 18 Aminosauren, die aus dem Bereich der Ami- 
nosauren 14 bis 33 von uPA stammen. Es wird beschrieben, daB kurze von uPA abgeleitete Peptide (uPA 21-29 und uPA 
-n-^6) in der La°e sind, das Wachstum von Keratinozyten zu beeinflussen. Zwar wird in WO-A-94/22646 auf einen 
50 mogiichen Einsat^ der beanspruchten Peptide fur die Blockierung der uPA/uPAR-Weehsel wirkung hmgewiesen, es wer- 
den jedoch keinerlei Daten oder Hinweise auf derartige Bindungsstudien gezeigt. Daruber hinaus enthalten die als be vor- 
zuat oenannten linearen Peptide uPA 21-29 und uPA 21-26 nicht die minimale uPAR-Bindungsregion von hnearen uPA- 
Peptiden welche den Sequenzbereich der Aminosauren 19 bis 31 umfaBt. Die Beeinflussung des Wachstums von Kera- 
tinozvten durch diese kurzen Peptide beruht somit. sehr wahrscheinlich nicht auf einer uPA/uPAR-Wechselwirkung. 
55 WO 98/46632 offenbart uPAR-Peptidinhibitoren, die vom linearen Peptid uPA (19-3 1) und zykhschen Denvaten da- 
von abgeleitet sind und an ausgewahlten Positionen D-Aminosaurereste tragen. 

Ein Beispiel fur einen solchen Peptidinhibitor ist das Peptid cyclol21,29][D-Cys^,Cys^ ]uPA 2l _ 30 . Dieses Peptid be- 
sitzt eine bereits recht hohc Affimtat. liar uPAR (IC50 = 78 nM), die nur noch urn einen Faktor 4 gennger als die Attimtat 
des aminoterminalen Fragments von uPA (ATF = Aminosauren 1-135 der Urokinase) mit. einem ICVWert von 21 nM 
60 ist. Das entsprechende ausschlieBlich aus L- Aminosauren zusammengesetzte Peptid cyc)oL(-l ,_9J-|(..ys ,Cys J- 
uPA 2 i-3o hat eine hundcrtfach geringe Aktivitat im Vergleich zu AIT. 

Die der vorliegendcn F:rlindunu zugrundeliesende Aufgabe bestand darin. durch Einbau isostruktureller oder/und iso- 
funktioneller naturiicher bzw. nichtnaturlicher Aminosauren die Struktur des uPAR-Peptidinhibitors zu modifizieren und 
somit eine weitere Verbesserung hinsichilich der Affinitat. fur uPAR, der Serumstabilitat oder/und der therapeutischen 
65 Wirkunc zu erreichen. ^ 

Ein Gcgenstand der vorliegendcn Frfindung sind somit Verbindungcn der allgemeinen Strukturtonucl (I): 
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X 21. X 22. X 2 3 . X 24. X 25. X 26. X 27. X 28. X 2 9 . X 30. [Y]m 

worin ^ r> 

X 21 -X 30 monomere Bausteine, vorzugsweise Aminocarbonsaurereste bedeuten und von einer Struktur nutdcr Bedeu- 
tung X 21 = D-Cys, X 22 = Asn, X 23 = Lys, X 24 = Tyr, X 25 = Phe, X 26 = Sen X 27 = Asn, X 28 = He. X 29 = Cys und X 30 = Trp 
abgeleitet sind, 

Y ein Spacer ist. und m 0 oder 1 ist, und 

die monomeren Bausteine uber -CONR 1 - oder-NR L COBindungen verknQpft sind. wobei R jeweils unabhangig Was- 
serstoff, Methyl oder Ethyl bedeutet, und pharmazeutisch vertragliche Salze und Derivate davon, 

niit der MaBgabe. da6 mindestens einer der Aminosaurereste X 21 -X 30 der Leitstruktur durch einen der im folgenden an- 
gev>ehene Aminosaurereste ersetzf.ist.: 

X 2 ': Asp, Glu, 2,3-Diaminopropionsaure (Dap), 2,4-Diaminobuttersaure (Dab), Penicillamin (Pen), D-Pen, Allylglycm 
(Alg). Ornithin (Orn). Lys; 
X 22 T Gin. Asp, Glu; 

X 23 : Orn, Dap, Arg, His, Cilrullin (Cit), Homocitruilin (Hci), Norleucin (Nle); 

X 24 : Phe, Homophenvlalanin (Hph), l,2.3,4-Tetrahydroisochinolin-3-carbonsaure (Tic), Thienylalanin (Thi), Trp, Phe- 
nyldycin (Phg), 1-Naphthyialanin (1-Nal), 2-Naphthylalanin (2-Nal), Cha (Cyclohexylalanio): 

X 2 * Tyr, Trp, Tic. Tin, Hph, Phg; 20 
X 26 : Thr, Val. Homoserin (Hse); 
X 27 : Gin. Asp, Glu; 

X 28 : Val, Leu, 2-Aminobuttersaure (Abu), tert.-Leucin (Tie), Norvalin (Nva), Nle, a-Aminoisobuttersaure (Aib). Cha; 
X 29 : Asp. Glu, Dap, Dab, Alg, Pen, D-Pen, Om, Lys; 

X 30 : Thi, Phe, Tyr, 2-Nal, 1-Nal, Octahydroindolyl-2-carbonsaure (Oic), His, Thiazolylalanin (Thia), Phg, Tryptamin. 

Bevorzugt sind Peptide, bei denen mindestens einer der Aminosaurereste X 2l -X 30 der Leitstrukiur einer der im fol- 
acndcn anecgcbcncn Bcdcutungcn bcsitzt: 
X 2l :D-Pen; 
X 22 : Gin: 

X 23 : Orn, Dap. Dab, Arg, Cit, Hci, Nle, His; 
X 24 : Phe. Thi, Hph, Phg, 1-Nal, 2-Nal, Cha; 
X 25 : Thi; 
X 27 : Asp; 

X 28 : Nle, Val, Cha; 

X 29 : Pen; 35 
X 30 : Phe. Thi, Tyr. Oic, 1-Nal, Hph, Thia. 

Besonders bevorzugt. sind Peptide, in denen mindestens einer der Aminosaurereste X" -X der Leitstruktur einer der 
im folgenden angegebenen Bedeutungen besitzt: 
X 2L :D-Pen; 

X 23 : Arg, Nle, Cit, Hci; 40 
X 34 : Phe. 1-Nal, 2-Nal, Cha; 
X 25 : Thi; 
X 28 : Nle, Cha; 
X 29 : Pen. 

Y ist eine Spacergruppe, z. B. eine aus einer oder mehreren Aminosauren aufgebaute peptidische Spacergruppe. z. B. 4d 
Poly-Lys, oder cine andere Spacergruppe, z. B. eine Polyethylenglykolgruppe. Das Peptid kann uber die Gruppe Y an 
Traaersubstanzen gekoppelt werden. 

Die ernndungsgemaBen Peptide sind zyklische Peptide mil einem neungliedrigen Ring, wobei mindestens 2, vorzugs- 
weise mindestens^ und besonders bevorzugt mindestens 4 der den Ring bildenden Aminosaurereste eine Sequenz aus 
der uPA-Region 22 bis 28 aufweisen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Errindung sind Verbindungen der allgemeinen Strukturformel (I): 
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I 1 

X 21. X 22. X 23. X 24. X 25. X 26. X 27. X 28. X 29. X 30. (Y ] m 

worin 

X 2l -X 30 monomere Bausteine, vorzussweise Aminocarbonsaurereste bedeuten und von einer Struktur mil. der Bcdeu- 
tung X 21 = D-Cys. X 22 = Asn, X 23 = Lys, X 24 = Tyr, X 25 = Phe, X 26 = Sen X 27 = Asn, X 28 = He, X 29 - Cys und X* = Trp 
abgcieitet. sind, 

Y ein Spacer ist. und in 0 oder 1 ist. und 
die monomeren Bausteine uber -CONR 1 - oder -NR L CO-Bindungen verknuptt. sind, wobei R jeweils unabhangig Was- 
serstotV, Methyl oder Ethvl bedeutet. und phaniiazeutisch vertriitiliche Salze und Derivate davon, 
mil derMaRgabe. daB mindestens einer der Aminosaurereste X 2 '-X 30 der Leitstruktur durch einen nicht-proteinogenen 
Aminosaurercst ersetzt. ist. wobei die resultierenden Verbindungen vorzugsweise eine crhohte Proteasesiabiliiat, insbe- 
sondere eine erhohte Siabiliiat gegenuber physiologischen Proteasen. z. B. im Blut.odcr Gewebe vorkommenden Protea- 65 
sen. wie etwa Plasmin oder/und fin Verdauungstrakt vorkommenden Proteasen wie etwa Pepsin, Trypsin oder Chymo- 
trypsin im Vergleich zur Leitstruktur aufweisen. Vorzugsweise ist zumindest der Aminosiiurerest Lys- durch eine niehi- 
proteinogene Aminosaure. d. h. durch eine nicht genetisch kodierte Aminosaure wie etwa Orn. Dap, Dab. Cit. Hci oder 
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Nle erserzi. 

Neben Pepuden der Strukturformel (I) sind auch pharmazeutisch vertragliche Salze und Denvate davon als uPAK- 
Anraeonisten geeienet. Als Derivate kommen dabei insbesondere solche Verbindungen in Betracht, die an reaktiven 
Gruppen der Seitenkette oder/und des N- bzw. C-Terminus, z. B. an Amino- oder Carbonsauregruppen, modifiziert sind. 

5 Beispieie fur solche Modifikationen sind eine Acylierung, z. B. eine Acetylierung von Aminogruppen oder/und eine 
Amidierung oder Vercsterung von Carbonsauregruppen. 

Die monomeren Bausteine sind uber Saureamidbindungen NR'CO oder CONR 1 verknupft, d. h. die Peptidsequenz- 
richtune kann umgekehn werden (Rctropeptide). R L kann wie in naiiven Polypeptiden Wasserstoff bedeuten. Anderer- 
seits kann R L jedoch auch einen Alkylrest, z. B. Methyl oder Ethyl, und insbesondere Methyl bedeuten, da durch eine N- 

10 Alkyiierung der Amidbindung oftmals eine starke Akti vitatsbeeinftussung bewirkt werden kann (vgl. z. B. Levian-Tei- 
telbaum et al.. Biopolymers 28 (1989), 51-64). Als monomere Bausteine werden die a-Aminocarbonsauren - sofern 
nicht anders angegeben - in Form von L-Enantiomeren eingesetzt. <? 9 . 

Die erfindungseemaBen Peptide sind zyklische Verbindungen, wobei die monomeren Bausteine X- und X- mitein- 
ander verbruckt sind. Diese Verbruckung'kann beispielsweise iiber die Seitenketten der jeweiligen a-Aniinocarbonsau- 

15 rereste erfoleen, wobei eine Verbruckung uberDisulfidbindungem z. B. zwischen zwei Cysteinresten besonders bevor- 
zugt ist. Andere Arten der Zyklisierung zwischen Aminosaureseitenketten sind jedoch auch moglich, z. B. Amidbindun- 
gen zwischen einer Aminosaure mil einer Aminoseitengruppe, z. B. Ornithin oder Lys und einer Aminosaure mit einer 
Carbonsuureseitengruppe wie etwa Asp oder Glu. Weiterhin kann die Disulfidbrucke auch durch eine Alkylen-Brucke 
ersetzt werden, uin die chemische Stabilitat zu erhohen. Daruber hinaus sind auch Verknupfungen von einer Aminosau- 

20 reseitenkette mit dem Peptidruckgrat, z. B. Verknupfung einer Aminoseitengruppe, z. B. einer CO-Aminoseitengruppe, 
mit dem C-terminalen Ende bzwr Verknupfung einer Carbonsaureseitengriippe mit dem N-ternunalen Ende moglich. 
Auch eine Verknupfung von N- und C-Terminus ist moglich. Die erfindungsgemaBen Peptide sind durch chemische Syn- 
these wie in den Beispielen erlautert erhaltlich. 

Weiterhin betrifft die vorliegende Erfindung eine pharmazeutische Zusammensetzung, die als Wirkstorf mmdestens 

25 ein Peptid oder Polvpeptid wie zuvor definiert gegebenenfalls zusammen mit phannazeutisch ublichen Trager, Hilfs- 
oder Verdunnungsiiiiiieln enthalt. Insbesondere werden die erfindungsgemaBen Peptide oder Polypeptide zur HersteUung 
von uPAR-Antagonistcn vcrwcndct, die sich auch zur Bckanipfung von mit. der Expression von uPAR assoziicrtcn 
Krankheiten, insbesondere zur Tumorbekampfung eignen. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen uPAR-Pepudantago- 

30 nisten zur HersteUung von Targetingvehikeln, z. B. Liposomen, viralen Vektoren etc., fiir uPAR^exprimierende Zellen. 
Das Taraetino kann fur diasnostische Anwendungen zum gesteuerten Transport von Markierungsgruppen, z. B. radioak- 
tiven oder nichiradioaktiven Markierungsgruppen erfolgen. Andererseits kann das Targeting fur therapeutische Anwen- 
dungen, z. B. zum Transport von pharmazeutischen WirkstofYen, beispielsweise auch zum Transport von Nukleinsauren 
fiir die Gemherapie erfolgen. 

35 Die erfindungsgemaBen pharmazeutischen Zusammensetzungen konnen in beliebiger Fonri vorliegen, beispielsweise 
als Tabletten, als beschichtete Tabletten oder in Form von Losungen oder Suspensionen in wassrigen oder nicht wassngen 
Losungsmitteln. Die Peptide werden vorzugsweise oral oder parenteral in einer flussigen oder festen Form verabrcicht. 
Bei Verabreichung in flussiger Fonn wird Wasser vorzugsweise als Tragermedium verwendet, das gegebenenfalls Stabi- 
lisatoren. Loslichkeitsvemuttler oder/und Puffer enthalt, die ublicherweise fur Injektionslosungen verwendet werden. 

40 Solche Zusatzstoffe sind beispielsweise Tartrat- oder Boratpuffer, EthanoU Dimethylsulfoxid, Komplexierungsmittel wie 
etwa EDTA. Polymere wie etwa fiiissiges Polycthylenoxid, etc. 

Bei Verabreichung in fester Fonn konnen teste Tragersubstanzen wie etwa Starke, Lactose, Mannitol, Methylcellu- 
lose, Talkum, hochdisperses Siliciumoxid, hochmolekulare Fettsauren wie etwa Stearinsaure, Gelatine, Agar, Calcium- 
phosphat, Magnesiumstearat, tierische und pflanziiche Fette oder teste hochmolekulare Polymere wie etwa Polyethylen- 

45 glvkole eingesetzt werden. Weiterhin konnen die Formulierungen zu oralen AppUkation sofern gewunscht auch Aroma- 
und SuBsioffe enthalten. . 

Die erfindungscemaBen therapeutischen Zusammensetzungen konnen auch in Form von Komplexen vorliegen, z. B. 
mit Cyclodextrinen wie etwa7-Cvclodextrin. Die verabreichte Dosis hangt vom Alter, Gesundheitszustand und Gewicht 
des Patienten, von der Art und der Schwere der Erkrankung, von der Art der Behandlung, von der Haungkeit der Verab- 

50 reichung und der Art. der gewunschten Wirkung ab. Die tagliche Dosis der aktiven Verbindung ist ublicherweise 0, 1 bis 
50 mg/Kilogramm Korpergewicht. Normalerweise sind 0,5 bis 40 und vorzugsweise 1,0 bis 20 mg/kg/Tag in einer oder 
ntehreren Dosen ausreichend, urn die gewiinschten Wirkungen zur erreichen. 

Weiterhin soil die Erfindung durch die im Nachfolgenden beschriebenen Beispieie und Figuren erlautert werden. 

55 Fig^den Vergleich der Affinitat der Peptide cyclo[21,29][Cys 2L29 ]-uPA 2l _ 3 o und cyclo[21-29][D-Cys 2l ,Cys 29 ]- 

uPA2i_30". oi ->q 

Fig. 2 ICfo-Werte von Modifikationen der Leitstrukturcyclo[21,29][D-Cys- ^ys^'luPA^i-so; 
Fig. 3 eine schematische Darstellung fiir bevorzugte Modifikationen der Leitstruktur; 
Fi}». 4 die Stabilitat der Peptide cyclo[19,31 |-uPA|6-32. 
r>0 cyclo|2l,2 ( )|fD-Cys 2l Tic 25 ,Cys 29 J-uPA 2l _ 3 cund 

c*yclo|21.29in>C.ys 21 ,Cys 29 luPA2i_3nin Humanserum (a) und 
heparinisicriem Humanblut (b); 

Fig. 5 die Plasmin-Resistenz von uPA-Peptiden nach Substitution von Lys" 3 durch nicht-proteinogene Aminosauren. 
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Beispiele 
1. Metboden 
1.1 Festphasenpepiidsynthese 



Lineare Peptide wurden auf einem 2-Chlorrritylharz (Barlos e. aL Int. J. Pepi. Protein Res 37 (1991) 513 bis 5-0 
ode einem Tritvlchlorid-Polystvrolharz unter Verwendung eines Applied Biosystems Model 431 A Pepudsyn hesizers 
bzw eines muliiplen Peptidsvnthesizers Modell Syro II (MuhiSynTech) syntheusiert. Unter Anwendung der otthogona- 
lerT FmooStrltegie (Casino und Han. J. Org. Che..,. 37 (1972). 3404-3409; Fields und Noble Int. J. Pept.de Protein 
Res 15 (1990) 161-214) wurden die AnunosSuteseitenkeuen mil den Schutzgruppen Tn.yl (Asn Cys. Gin und Its)* 
.ert.'-ButvloxvcWbonyl (Lys und Trp), ten.-Butyl (Asp, Glu. Ser. Thr und Tyr). f^^^^^T^'J* 
Peman.e.hvlch.oman- 6-sulfonyl oder 2.2.4.6.7-Pen, a n,e,hyldihydrobenzoruran-5-sulronyl (Am) block ert Die Kupp- 
lunc erfolgte bei Raumtemperaiur in Din.ethylformamid unter Verwendung e.nes dre.tachen Uberschusses von 2-(lH- 
Ben\o,riazol-l-yl)-1.1.3.3-tetrame^ nnt -.5 

Aouivalemen von N-Ethyldiisopropvlamin in N-Methylpyrrolidon. Die Fmoc-Gruppe wurde dutch sequent.elle Be- 
hand lun S der Harze mi, einem OberschuB von 40% bzw. 20% Piperidin in Din,e.hylfom,am,d entternt. Die Abspal ung 
!ler Peptide und die Emfemung der Seitenkeaenschu.zgn.ppen wurde gleichzeiug dutch Behandlung H«. 93% Tnfluor- 
csM..saurc/5% Triisopropvlsilan/3% H,0 (0°C/1 h: Rauintemperawr/1 h) durchgetuhrt. In. Fall von mil —.5.0.7.8-1 en- 
I ^, vIcLn.an-siu.fonvl-geschutz.-en Arg-Gruppen wurden die Peptide fur zusatzliche 12 h be, Raumtemperatur >n- 
U bicrt' Die rohen Peptide wurden mil Diethylether bei -30°C prazipittert. in Methanol gelost wre zuvor prazipmen. in 
lor! Xanol gel£t und lyophilisiert. Tryptophan enlhaltende Peptide wurden zusatzlich m,t 5% Esstgsaure tur 2 h vor 

"iSepSS^ 

YMC-Puck ODS Sau.e gereinigL Die Zyklisierung erfolgte durch eine DisulfldbriickenbUdung. Die hierzu er orderhche 
Oxidation wurde durch Aufnehmen von 0.1 bis 0.3 mg/ml der gere.n.glen hnearen Peptide in 80% Wasser und .0% 
DMSO (Vol/Vol) und Entfcrncn des Losungsmittcls unter vcrringertcm Druck naeh 10 h durchgetuhrt. D.c zykhschen 
Peptide wurden erneut durch HPLC wie zuvor beschrieben gereimgt. 

1.2 Massenspektroskopie und Aminosaureanalyse 

Die -ereinktcn und entsalzten Peptide wurden auf dem HPLC-Systen, 140 B (Applied Biosystems. : Foste r City. USA) 
analvstert. Die UV-Absorption wurde nut e.nem UVIS 200 Detektor (Linear Instruments. Reno, USA) be. _06 nm ge- 
™,. Die Chromatograplue erfolgte auf einer Aquapore 3 M (Applied Biosystems. Foster C.ty USA) Reven* Pbas 
Saule (1 mm x 50 mm mi. einer DurchfluBrate von 20 pl/min. Das Losungsmmelsystem war 0.1% TEA m Wass * (A) 
und 0 1* TFA in Acetoni.ril (B). Das HPLC System war an eine Atmospharendruck-lomsat.onsqueUe gekoppelt. die an 
ein Tanden.-Quadrupolinstrun.en. API HI (Sciex, Perkin Eimer. Thomhill. Kanada) angeschlossen war. 

De Quadrupol M/Z-Skala wurde mi, den Ammoniumadduktionen von Polypropylenglyko kahbneri D,e durch- 
schniHlichen Massenwene wurden von den M/Z-Peaks in den Ladungsverteilungsprofiler, der mehrtach , geladenen Ionen 
be eehne, (Covev et al„ Rapid Comn.un. Mass Spectrom. 2 (1988). 249-256: Fenn el al.. Science 246 (1989) 64-71). 

D e Am nosaureanalvse wurde nach der Ninhydrinme.hode unter Verwendung des Analysesys.ems 6300 Beckntan 
InsTrumems. Fullerton. USA) nach Hydrolyse der Peptide durch die TFA-HCl-Damptphasenmethode (Tsugtta e. al.. J. 
Biochem. 102 (1987), 1593 1597) durchgefuhrt. die cine quantitative Bestimmung der Peptidkonzentrat.on erlauoi. 

1.3 DurchfluBzytometrie 

Die Kapazkat der svnthetischen Peptide zu Hemmung der uPA/uPAR-Wechselwirkung wurde miuels DurchfluBzyto- 
me.ric an dem FACScan DurchfluBzylomeier (Becon-Dickinson. Heidelberg. Deutschland unter Verwendung der hu- 
mane Promveloidzellinie U937 als Quelle fur zellularen nativen uPAR bestimm, (Chuchulowski et Fibnnoly ,s 6. 
Suppl 4 (1992). 95-102: Magdolen et al.. (1996). supra). Die U937 Zellen wurden nut 1 mM Phorbo -12-mynslat-13- 
acT,a.'(PMA) fflr 48 h stimulL. Nach Stimulierung mi. PMA exprimieren die U937-ZelUn be.rach.l.chc Mengen an 
zelloherfliiclienassoziierteni uPAR. . . . ,„ L i a n 

Die smnulierten Zellen wurden mi, 50 mM Glycin-HCl. 0.1 NaCl. pH 3.6 fur 1 nun ^SosM 
un, endosenen rezeptoraebundenen uPA zu dissoziieren. AnschheBend wurde der saure Putter durch 0.5 M HEPES- 

» n.M NaCl. pH 7 5 neutra.isiert. Die Zellen wurden dann sofon 
gewaschen und fur 10 nrin bei Raum.emperatur und 300 x g zen.nmg.en. D.e Zellen wurden .n PBS C ^-^ ^SA rcsus 
pendier. auf cine Konzentra.ion von 10" Zellen pro ml einges.ellt und snnultan nut 16 ng HTC-konjugtertem pro-uPA 
und unterschiedlichen Mengen der syn.hcischen Peptide fur 45 min bei Raunueinperatur .nkub.ert. Vor der Analy^ 
wurde Propidiunuodid. ein Fluoreszenzfarbs.off. der speziftscl. doppels.rang.ge DNA binder zu jeder Probe gegeben. 
Z die lebensfahigkei, der analysierten U937 Zellen zu bestin.n.en. Die beschad.g.en. Pro P ,d,un„od,d-n,ark,erten Zel- 
len wurden von der Analyse ausgeschlossen. 

1.4 Fesiphasen uPAR/uPA-Bindetcst 

Zusatzlich zu den durchlluBzv.on.e.rischcn Analysen wurde ein Fesiphasen ATF-Ligandenbinde.es, zurUn.ersuchung 
der Wecl selwirkuneen von svnthelischcn Pcp.iden mil. uPAR durchgefuhrt. Hierzu wurden M,kro.,.crpla..cn nui rckom- 
iiL.em hZne.n uPAR aus CHO Zellen (Vilhc.n, e, aL. FEES Leu. 337 (1994) 13,-134: Magdolen er^d Lie ro- 
phoresis 16 (1995). 813-816) beschichlel und die rcsilichen proieinb.ndcndcn Slellen mil. 2% RSA «,ew/Vol) abgtsat- 
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tigt Nach Inkubation mil den Proben (0,6 ng AIT zusammen mil 15 pg synthetischcs Peptid pro ml) und mehrfachen 
Waschschrincn wurde die Mence an ATF, die an den auf der Mikrotiterplatte immobilisierten uPAR gebunden hatte, un- 
ter Verwendune eines biotinvlierten monoklonalen Mausantikorpers gegen die Kringeldomane von ATF (Nr. 377, Ame- 
rican Diagnostics Greenwich, CT, USA) und anschiieBender Zugabe von Avidin-Peroxidase-Konjugat und 3,3\5,5'-Tfet- 
ramethvlbenzidin/rL0 2 als Substrat fur die Peroxidase bestimmt. Das Vorhandensein von synihetischen Pepnden. die 
mil der ATF-Bindung an uPAR kompetieren, verringert den Umsatz des chromogenen Substrats. 

1.5 Besiimmung der Stabilitat von Peptiden in Korperflussigkeiten 

Die Stabilitat von uPA-abgeleiteten Peptiden in humanem Serum oder Vollblut. wurde in vitro getestet. 

Fur die Preparation von Ilumanseren wurde venoses Blut. ohne Antikoagulans in Poly pro pylen-R6 birchen bei 37°C 
45 min eerinnen celassen. An der GefaBwand anhaftende Gerinnsel wurden mit einem Plastikstabchen abgelost und bei 
1 200 x g 1 2 min bei Raumtemperatur abzentrifugiert. Das uberstehende Serum wurde ahgenommen und entweder frisch 
fUr Stabilitatsuntersuchungen eingesetzt oder aliquotiert bei -20°C zur spateren Verwendung eingefroren. 

Fiir Stabilitatsuntersuchungen in humanem Vollblut wurde venoses Blut durch Heparin-Natnum (1000 I.E. je 10 ml 
Vollblut) gerinnungssehemmt und frisch verwendet. Die zu priilrenden Peptide wurden in Fonn von Peptidgemisch- 
Stammlosungen ( > T ue je Peptid in rLO) den Korperflussigkeiten in einer Konzentration von 5 ug/100 pi Serum bzw. 
°00 pi Vollblut (je Peptid) zugefugt und" fur verschiedene Zeiten bei 37°C inkubiert. Vor der Analyse durch HPLC wur- 
den Vbliblutinkubationen 5 min bei Raumtemperatur 16.000 X g zentrifugiert und das uberstehende Plasma abgenom- 



20 men. 



Seren und Plasnien wurden vor der HPLC-Analytik uber HLB-Vorsaulen (Waters GmbH, Oasis HLB extraction car- 
tridge 1 cm 3 /30 mg) voraereinigt. Dazu wurden 100 ul der Flussigkeiten mit PBS auf 1 ml verdunnt und auf die nut 1 ml 
1 00% Methanol und 1 ml H-,0 konditionierte HLB-Vorsaulen aufgetragen. Die Saulen wurden mit 1 ml 5% Methanol in 
PLO aewaschen und mit 1 ml 100% Methanol eluiert. Von dent Eluat. wurden die ersten 200 pi (4 Tropfen) als Totvolu- 
->s men verworfen. Die folgenden 500 pi Eluat wurden mit 500 ul PBS verdunnt und HPLC analysiert. Die restlichen 300 ul 
des Eluats wurden verworfen. Die HPLC-Analvlik wurde durchgefuhrt mil. einer YMC-5 C l8 analyiischen Skuie und ei- 
ncm 20-60% Gradicntcn aus H 2 0, 0,1% Trifluorcssigsaurc und Acctonitril, 0,1% Trifluorcssigsaurc iibcr 30 min und 
Detektion der Analyten bei 220 nm. 

30 1.6 Bestimmung der Protease-Resistenz 

Die Empfindlichkeit von Peptiden gegen den Angriff verschiedener Proteasen des Verdauungstrakts wurde mit gerei- 
nigten Enzvmen unter seeigneten Pufferbedingungen in vitro durchgefuhrt. Genereli wurden 10 pg Peptid in einem Vo- 
lumes von 100 pi 30 min bei 37°C mit 2 pg Protease unter den vom Hersteller fur die Aktivitatskontrollen angegebenen 

35 Pufferbedingungen inkubiert. Nach Inkubation wurden die Ansatze nach Verdiinnung mit 300 pi H 2 0 ohne Vorreimgung 
uber eine Versatile direkt durch HPLC mit einem 20-60% Gradienten aus H 2 0, 0,1% Trifluoressigsaure und Acetomt.nl, 
0.1% Trifluoressigsaure analvsiert. . . „ 

Pepsin (Sigma. Deisenhofen, Deutschland) wurde mit Peptiden in 52 raM HC1 inkubiert. Inkubationen mit lrypsin 
(Sigma) wurde in 63 nuM Natriumphosphat. pH 7,6 durchgefuhrt. Chymotrypsine a, p, % 5 (ICN) wurden in 50 mM 

40 CaCl 2 und 40 mM Tris/Cl pH 7,8 inkubiert. Mir. bakterieller Proteinase K wurde in ungcpuftertem Wasser inkubiert. Als 
Positivkonirolle wurde das Peptid cvcloll9,31]-uPA 16 _ 32? das mit Ausnahme der Cysteinverbruckung der Ongmalse- 
quenz des uPA-Omega-Loops entspricht, eingesetzt . Die Empfindlichkeit von Peptiden gegen die Gewebeprotease Plas- 
min (Sigma) wurde in Ansatzen mit 10 oder 5 pg Peptiden und 0,05 U Plasmin in 100 pi 200 mM Natriumphosphat P H 
7,5 bei 37°C und einer Inkubationsdauer von 30 min getestet. 
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2. Ergebnisse 

2.1 Inhibitorische Wirkung des Peptids cyclo[21.29] [D-Cys 2l ,Cys 29 ]uPA 2 ^ 30 

50 Fig. 1 zeigt die inhibitorische Wirkung des Peptids cyclo[2l,29][D-Cys 2 ^Cys^luPA 2l _ 3 o im Vergleich zu dem aus- 
schlieBlich aus L-Aminosauren beslehenden zvklischen Peptid cyclo[2l,29][Cys- U9 |-uPA :l _ 30 . Der IQw-Wert des zy- 
klischen Peptide mit D-Cvs an Position 21 wurde mit 78 nM bestimmt. wahrend der IC 50 -Wert des nur aus L-Aimnosau- 
ren zusammencesetzten zvklischen Peptids mil 2260 nM bestimmt wurde, Der ICVWert des aminoterminalen Frag- 
ment s von uPA^Aminosauren 1 bis 135 von uPA) liegt im Vergleich dazu bei 21 nM. 

2.2 Synthese von modihzierten uPA Peptiden 

Unier Verwenduns von cvclo[21,291fD-Cvs 21 ,Cys 29 ]uPA 2 i-30 als Leitstruktur wurden weiterc zyklischc Peptide her- 
gestellt, in denen bestimmieAminosauren durch andere, insbesondere nicht-proteinogene Aminosiiuren substituiert wur- 
den. Die relative Akiivitat im Vergleich zur Leitstruktur ist. in Fig. 2 gezeigt. 
Fig. 3 zeigt Beispiele fur besonders bevorzugie Modifikationen der Leitstruktur, 

2.3 Ergebnisse der Untersuchungen zur Stabilitat. von Peptiden in humanem Serum und Vollblut. 

Es wurde die Stabilitat der Peptide cyclo|.19.31]-uPA l6 _ 32 (A), cyclo|21 ,291|D-Cys 2l ,Tic 25 .Cys 2C ' , ]-uPA 2l _ 30 (B) und 
cycloP 1 °911D-Cvs 21 ,Cvs 29 ]-uPA-m- 3 o (C) in Humanseruni und heparinisiertem Humanblui getestet. Die Ergebnisse die- 
ser Versuche sind "in Fig' 4a und 4b gezeigt. Die Peaks bei 20,5 min entsprechen dem Peptid A, die Peaks bei 23,0 min 
entsprechen dem Peptid B und die Peaks bei 24,9 min entsprechen dem Peplid C. 
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Zur Untersuchuns der Stabilitat der Peptide in humanem Serum (Fig. 4a) wurde ein Geniisch von jeweils 1 2,5 pg der 
Peptide zu rund 250 ul Serum 2e«eben. 100 ul davon wurden mit PBS auf 1 ml verdunnt. auf einer HLB-Vorsaule vor- 
gereini-t und sofort durch HPLC analvsiert (mittleres Profit). Weitere 100 ul wurden nach 20,5 h Inkubation bei 37 C 
(unteres Profil) analysiert. Als Kontrolle wurden jeweils 5 ug der Peptide mit 1 nil PBS versetzt und analysiert (oberes 
Profil) Der Peak hei 21,2 min entspricht einem nicht identifizierten Metaboliten. ^ 71 

Zur Untersuchuns der Stabilitat in heparinisiertem Humanbiut (Fig. 4b) wurden 37,5 Mg der Peptide mit 750 ul fnsch 
praparierteni heparinisiertem Humanbiut versetzt. 375 ul wurden sofort danach abzentrifugiert. 100 pi des Plasmauber- 
stands wurden analvsiert. (mittleres Profil). Die restlichen 375 pi wurden fur 20,5 h bei 37°C unter leichtem Schutteln in- 
kubiert und anschlieBend analysiert. (unteres Profil). Als Kontrolle wurden bereits 5 pg der Peptide mil 1 ml PBS versetzt 
und analvsiert. (oberes Profit). t 10 

Nach 20,5 h Inkubation in humanem Serum bei 37°C konnte das Peptid A (cyclo[l9,31]-uRA l6 _32J nicht mehr nacn- 
oewiesen werden. Start dessen erschien ein neuer Peak mit relativ verlangerter Retentionszeit (Abb. 4a umerst.es HPLC- 
Profil RT i\ ^33 min) der vermutlich einem Metaboliten von A entspricht. Die relariven Retennonszeiten und Peak-Tn- 
tegraie der Peptide B (cyclo[21,29][D-Cys 2l Tic 25 Cys 29 ]-uPA 2 i_ 3n ) und C(cyclo[21,29][D-Cys- l Cy S - y ]-uPA ? ,-3o) bbe- 
ben daoe^en nach Exposition geeen Humanserum annahernd gleich. Daraus kann auf eine unveranderte chemische Iden- is 
that und Konzentration der beiden Peptide nach 20,5stiindiger Exposition gegen Humanserum geschlossen werden. 

Auch die Exposition der Peptide eesen fnsch isoliertes heparinisiertes Vollblut. liber 20.5 h zetgte die Instabihtat von 
A In diesem Fall konnte weder die unveranderte Substanz noch ein vermuierer Metabolit detektien werden. Demgegen- 
uber erschienen die Peaks der Peptide B und C im Humanbiut. stabil. Der Peak von A erscheint. im Vergleich mit der PBS- 
Kontrolie bereits in der unmittelbar nach Zugabe zum Vollblut aufgearbeiteten und analysierten Probe wesentlich redu- 
ziert. Offenbar genugte die kurze Zeitspanne zwischen Zugabe der Peptide und Vorreinigung auf Vorsaulen (10-15 min) 
aus, einen wesentlichen Teil der zugefugten Peptidmenge (> 80%) abzubauen. 

Die Peak-Integrale der beiden D-Cvs-Derivate B und C aus Plasma sind deutlich groGer als in der PBS-Kontrolle, ob- 
wohl sie bezogen auf die Gesamtvolumina von PBS und Vollblut. in gieicher Konzentration eingesetzt wurden. Nach In- 
kubation wurden die Peptide aber nur im Plasma nach Entfernung der Blutkorperchen analysiert. Dies kann als Hmweis 
gewenel werden, daB die D-Cys-Derivate sich vorwiegend im Plasma verleilen, aber nicht. significant in Bluizellen em- 
dringcn konncn bzw. bindcn konncn. 

2.4 Stabilitat von uPA-Peptiden gegen Plasmin 

Gepruft auf die Empfindlichkeit gegen Angriff durch die Gewebeprotease Plasmin wurden die PeptidleUstxuktur cy- 
clo[21 29][D-Cvs 2l Cvs 29 ]-uPA n . 30 und deren Modifikationen an der Position 23 cyclo[21,29][D-Cys- -Orrr Cys- ]- 
uP\ n 3o(Omitlnn).cvclo[21,29][D-Cys 2l Dab 23 Cys 29 ]-uPA 2 L-3o(2 

Cvs fL Dap 23 Cvs 29 ]-uPA n 3 0 (2,3-Diaminopropion S uure), cvclo[21,291[D-Cys 2L Nle 23 Cys 29 ]-uPA 21 _ 3 0 Q (Norleucm) und 
cyclol21,29]lb-Cys 2l Arg 23 Cys 29 ]-uPA 2l _3o (Arginin). Die Leitstruktur cyclo[21.29][D-Cys^Cys-]-uPA 2l „ 5 o enthalt 
die aus Urokinase bekannte Plasminspaltstelle, namlich die Peptidbindung zwischen Lys- und Tyr . 

Fig 5 zeigt HPLC-Profile von Peptidvarianten vor Cohere Profile) und nach (untere Profile) Inkubation mit Plasmin. 
Teilabbilduns (A) zeigt die unveranderte Leistruktur cvclo[2 1,29] [D-Cys 2l Cys 29 ]-uPA 2 ^ mitLysin an Position 23, (B) 
die Ornidiin-substituierte Variantecyclo[21.291[D-Cys 2i Orn 23 Cys 29 ]-uPA 21 _ 3 o, (Q die Diaminobuttersaure-substiante 
Variante cvclo[21,29][D-Cys 2l Dab 23 Cys 29 ]-uPA 2L _ 3 o, (D) die Dianiinopropionsaure-substituiene Vanante cy- 
cloPl ^9]lf)-Cys 2l Dap 23 Cys 29 ]-uPA- l -30, (E) die Norleucin-substituierte Variante cyclo[21,29][D-Cys- Nle- Cys" ]- 
uPA 2 L-30 und (F) die Argininsubstituierte Varinate cyclo^l^HD-Cys 21 Arg 23 Cys 29 ]-uPA 2l . 3 o. Die Protease Plasmin er- 
scheint in den unteren Profilen jeweils bei ca. 17,5 min. 

Nach Inkubation von cyclof21,29][D-Cys 21 Cys 29 ]-uPA 2l _ 3 o mil Plasmin und HPLC-Analyse der Produkte trat neben 
dem Peak der unveranderten Leitstruktur ein neuer, unbekannter Peak auf. Die Summe beider Peak-Integrale entsprach 
93 5% des Peak-Integrals der unveranderten Leitstruktur. Bei dem neuen Peak handelte es sich demnach mit hoher Wahr- 
scheinlichkeit, urn das Plasmin-Spaltprodukt von cyclo[21,29][D-Cys 2l Cys 29 ]-uPA 2L _i 0 . Von den an Position 23 modifi- 
zierten Peptiden, die alle in Bezuc auf die Kompetition mit uPA urn die Bindung an den uPAR akt.iv waren, erwiesen sich 
die Diaminbuttersaure-, Ornithin- und Norleucinsubsitutierten als stabil gegen Plasmin (Fig. 5). Bei der Arg" -substitu- 
ierten Variante trat nach Inkubation mit Plasmin ein neuer Peak auf, dessen Retentionszeit. mil derjemgen des Plasmin- 
metaboliten der unveranderten Leitstruktur annahernd identisch war, d. h. die Arg 2j -substituierte Vanante 1st Plasmin- 
sensibel. Bei der Plasmin-Ex posit ion der Diaminpropionsauresubstituierten Variante traten zwei kleine umdentifizierte 
Peaks bei ca. 21 min auf. Deren Retentionszeit. unterscheidet sich stark von den Retentionszeiten der Plasmin-Metaboli- 
ten der Leitstruktur und derjenigen der Arg 23 - Variante. Entsprechend fraglich ist, ob die klcinen 21 min-Peaks taisach- 
lich spezifische Plasminspaitprodukte der Dap 23 - Variante darstellen. 

Durch Substitution von Lvsin an Position 23 der cvcloPl^yjlD-Cys^Cys^J-uPA^.so Leitstruktur durch mcht-pro- 
teinogene Aminosauren kann Stabilitat gegen die Gewebeprotease Plasmin erzeugt. werden, ohne die biologische Akti- 
vitat wesentlich zu verandern. 

Pnrentanspruche m 
1. Verbindungen der allgcmeinen Strukturfonnel (I): 
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X 21 -X 22 -X 23 -X 24 -X 25 -X 26 -X 27 -X 28 -X 29 -X 30 -[Y] m 

worin X 21 -X 30 monomere Bausteine, vorzuizsweise Aminocarbonsaurereste bedeuten und von einer Struktur mit 
der Bedeutung X 21 = D-Cys. X 22 = Asn, X 23 = Lys, X 24 = Tyr. X 25 = Phe. X 26 = Ser, X 27 = Asn, X" 8 = He. X 2 ' = Cys 
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und X 30 = Trp abeeleiiet sind, 

Y ein Spacer ist und m 0 oder 1, und die monomeren Bausteine liber -CONR 1 - oder -NR l CO-Bindungen verknuprt 
sind, wobei R 1 jeweils unabhaneig Wasserstoff, Methyl oder Ethyl bedeuLer, und pharmazeutisch vertragliche Salze 
und berivate davon, ist mil der MaBgabe, daB mindestens einer der Aminosaurereste X 2l -X 0 der Leitstruktur durch 
5 einen der im folgenden ansegebenen Aminosaurereste ersetzt ist: 

X 2L : Asp, Glu, 2,3-Dianiinopropionsaure (Dap), 2,4-Diami nobu iters aure (Dab), Peniciliamin (Pen), D-Pen, Allyl- 
glycin (Alg), Ornithin (Orn), Lys; 
X- 2 : Gin, Asp, Glu; 

X 23 : Orn, Dap, Arg, His, Citrullin (Cit), Homocitrullin (Hci), Norleucin (NIe); 
to Phe, Homophenvlalanin (Hph), l,2 r 3 ? 4-Teirahydroisochinolin-3-carbonsaure (Tic), Thienylalanin (Thi), Trp, Phe- 

nylglyein (Phg),*l-Naphthylalanin (1-Nal), 2-Naphthylalanin (2-Nal) Cha (Cyclohexylalanin); 
X 25 : Tyr, Trp, Tic, Thi, Hph, Phg; 
X 26 : fhr, Val, Homoserin (Hse); 

X 27 : Gin, Asp, Glu; . t /a _ 

15 X 28 : Val, Leu, 2-Aniinobuttersaure (Abu), tert.-Leucin (Tie), Norvalin (Nva), NIe, a- Aimnoi sob utters aure (Aib); 

X 29 : Asp, Glu, Dap, Dab, Alg, Pen, D-Pen, Om, Lys; 

X 30 : Thi, Phe, Tyr, 2-Nal, 1-Nal, Octahydroindolyl-2-carbonsaure (Oic), His, Thiazolylalanin (Thia), Phg, Trypta- 

tuin. ? j 3Q 

2. Verbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens einer der Aminosaurereste X" -X 
2o der Leitstruktur eine der im folgenden angegebenen Bedeutungen besitzt: 

X 2l :D-Pen: 
X :: : Gin; 

X 23 : Orn, Dap, Dab, Ar°, Cit, Hci, NIe, His; 
X :4 : Phe, Thi, Hph, Phg, 1-Nal, 2-Nal, Cha; 
25 X 25 : Thi; 

X 27 : Asp; 

X 2 *: Nlc, Val, Cha; 

X 29 : Pen; 

X 30 : Phe, Thi, Tyr, Oic, 1-Nal, Hph, Thia. , 
30 3. Verbindungen nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens einer der Aminosaurereste X" -X 

der Leitstruktur eine der im folgenden angegebenen Bedeutungen besitzt; 

X 2l :D-Pen; 

X 23 : Arg, NIe, Cit, Hci; 

X 24 : Phe, 1-Nal, 2-Nal, Cha; 
35 X 25 : Thi; 

X 28 : NIe, Cha; 

X 29 : Pen. 

4. Verbindungen der allgemeinen Strukturformel (I); 



40 



X 21 -X 22 -X 23 -X 24 -X 25 -X 26 -X 27 -X 28 -X 29 -X 30 -[Y] r 



vvorin X 21 X 30 monomere Bausteine, vorzugsweise Aminocarbonsaurereste bedeuten und von einer Struktur mit. 
der Bedeutung X 21 = D-Cvs, X 22 = Asm X 23 = Lys, X 24 = TYr, X 25 = Phe, X 26 = Ser, X 2 ' = Asn, X" 8 = Be, X- 9 = Cys 
45 und X 30 = Trp abeeleitet sind, Y ein Spacer ist und m 0 oder 1, und die monomeren Bausteine uber -CONR - oder - 

NR l CO-BindunEen verknupft sind, wobei R l jeweils unabhangig Wasserstoff, Methyl oder Ethyl bedeutet. und 
pharmazeutisch vertragliche Salze und Derivate davon, ist. mit der MaBgabe dafi mindestens einer der Aminosaure- 
reste X 2l -X 30 der Leitstruktur durch einen nicht-proteinogenen Aminos aurerest ersetzt ist. 

5. Verbindungen nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB sie eine erhohte Proteasestabilitat im Vergleich 
50 zur Leitstruktur aufweisen. 

6. Verbindungen nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB Lys- 3 durch eine mcht-proteinogene Aim- 
nosaure ersetzt ist. 

7 Verbindungen nach einem der vorhercehenden Anspruche. dadurch gekennzeichnet. daB mindestens 2 der Ami- 
nosaurereste X 22 , X 23 , X 24 , X 25 , X 26 , X 2 \ X 28 und X 30 eine gieiche Seitenkette wie eine Aminosaure an gleicher Po- 
55 sition in der nativen uPA-Sequenz aufweisen. 74 

S. Verbindungen nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB mindestens 2 der Aminosaurereste X- , X" , X- 
und X 30 die "leiche Seitenkette wie in der nativen uPA-Sequenz aufweisen. 

9. Phanuazeutische Zusanmiensetzung, die als Wirkstoff mindestens eine Verbindung nach einem der Anspruche 1 
bis 8, gegebenenfalls zusammen mit pharmazeutisch ublichen Trager-, Hilfs- oder Verdunnungsniiiteln enthalt. 
fin 10. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1-8, zur Hcrsiellung eines uPAR-Antagonisten. 

11. Verwendung nach Anspruch 10 zur Bekampfung von mil der Expression von uPAR assoziierten Krankheiten, 
insbesondere zur Tumorbekampiung. 

12. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspruche 1 bis 8, zur Herstellung eines Targetingvchikels tur 
uPAR-exprimierende Zellen. 
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